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 本研究では，2 つの方向からこの目的の達成を試みた．1 つは，BC の微細成形技術を確
立することにより，付加価値を向上することである．成形する形状別に，BC の平坦な膜上
に微細構造体を形成するための製作プロセスと，マイクロメートルオーダの直径をもつ微


















 また，BC の重合度 (DPw = 16000) は植物セルロースよりも高く，コットン (DPw = 5000) 
や広葉樹パルプを (DPw = 12000) を上回る[2]．これにより，ガラス転移点は 300℃程度と
熱的な安定性も高い[3]． 
 さらに，植物セルロースと BC には結晶構造においても相違点がある．天然セルロース繊
維には，セルロース Iα と Iβ と呼ばれる 2 つの結晶形があり，植物セルロースではほとんど
が Iβ 結晶相である一方，BC では Iα 相 65%，Iβ 相 35%の割合で複合結晶を構成していると
される[4]．Iα は一本鎖の三射晶で，格子の内角は全て 90 度でない準安定構造であるため，
高温などの処理で Iβ に変態することが知られる．Iβ は二本鎖の単射晶の結晶格子からなり，
Iα よりも安定な構造である．また，コットンなどの植物セルロースは結晶化度が 50-60%程
度であるのに対して，BC の結晶化度は 95%以上と極めて高い． 
 これらの性質は，CNF の供給源として BC をみたときに極めて有用である．植物セルロ
ースにおいて，セルロース分子は 30-40 本の規則的な束である幅約 3 nm のセルロースミク
ロフィブリルを形成している．CNF はセルロースミクロフィブリル単位，あるいはその集





































また，他の一般的なハイドロゲルと比較して BC は機械的強度が極めて高い．BC の体積
の 90%以上が水であることを考えると，BC の機械的強度の高さは非常に魅力的である．さ
らに，中山らは BC をゼラチン溶液に浸し，N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide に





ことで DN ゲルを作製し，機械的強度の向上を確認している． 
さらに植物セルロースと同様，BC は生体適合性に優れた素材で，その安全性が広く認め





微生物由来の物質を医療用に用いる際に問題となるエンドトキシン含有量は，BC では 0.1 
EU/mL 以下である[18]．FDA が医療器具に求める基準値は 0.5 EU/mL であることから，BC























彼らは，凍結乾燥した BC を FeSO4と CoCl2の混合溶液に浸漬し，90℃で加熱後，水酸化ナ
トリウムおよび硝酸カリウムの混合溶液内 (90℃) に移すことで，BC のセルロースナノフ
ァイバ上に CoFe2SO4 ナノ粒子を形成した．FeSO4 と CoCl2 の混合溶液の総量を調製するこ
とで，磁性ナノ粒子の径を 40-120 nm の範囲で制御できる．さらに，このエアロゲルを圧縮
することにより，磁性ナノ粒子の密度が非常に高い磁性薄膜を得ることもできる． 
 また，近年では BC を熱分解することで得られる電極触媒が注目されている．燃料電池や
金属空気電池では，酸素還元反応 (ORR) を進行するため白金が一般的に用いられるが，白
金の希少性から代替材料が求められる．Liang らは，BC を直接熱分解したのち NH3で活性
化させた窒素ドープカーボンナノファイバ (N-CNF) を作製した[23]．BC の高い比表面積を
保った N-CNF は，高い窒素含有領域 (5.8 at%) と Barrett-Emmett-Teller (BET) 表面積 (916 
m2/g) を有していた．これにより，N-CNF は NH3 処理を施されたカーボンブラックやカー
ボンナノチューブを含む多くの非金属触媒を上回る ORR 性能を示した．Lai らはさらに，
窒素ドープした炭化 BC のナノファイバ上にニッケルとコバルトの酸化物を共析出するこ
とで，スーパーキャパシタ用の電極 (CBC-N@LDH) を開発した[24]．CBC-N@LDH は 1 A 
g-1の放電電流密度で高い比静電容量 (1949.5 F g-1) を示し，また 10 A g-1の放電密度に対し
54.7%の容量維持率を有していた．さらに，CBC-N@LDH を陽極，CBC-N を陰極として校





























1.3  従来研究 
1.3.1  加工技術 
 BC の加工技術は主に，トップダウンプロセスとボトムアッププロセスの 2 つに分けられ
る． 















ラスコを回転させることで，球状の BC を作成することができる[32]．回転数を増やすと BC
の径は減少するが，粒径は培地量によっても変化した．また，マクロな形状加工ではなく，
BC の繊維方向を制御することで機械的性質を変化させた報告もある．Putra らは，
polydimethylsiloxane (PDMS) の表面で BC 産生菌を培養した[33]．この際，PDMS の表面構










1.3.2  生産性の向上 
BC の生産コストは依然として高いことから，生産性を改善するための研究がこれまで多
くなされてきた．これらの方法は主に 3 つに大別される． 













きるシステムを構築した[35]．これにより，乾燥質量で一時間当たり 0.82 g/m2の BC が生産
されている． 
別の方法として，遺伝子工学を用いる方法により BC 生産性の向上が期待される．例えば，
Florea らは Komagataeibacter rhaeticus を単離し，合成生物学のためのツールキットを作成し
た[36]．ゲノムシーケンスにより作成されたこのツールキットを用いて，BC 生産の時間的














1.4  本論文の目的 
これまでみてきたように，BC は有用性の高さが認められながらも，生産コストの高さか
ら利用が限られているため，本論文では 2 つの方向から BC の産業利用能の向上を試みる． 
















形においては，BC 産生菌の培養時間と PDMS 鋳型の膜厚が BC 膜厚に及ぼす影響を調べ
る．一方，BC 微小球の成形においては，鋳型となるゼラチン微小球の粒径と BC 微小球の
粒径との関係を明らかにする． 






















第 3 章では，微細構造を有する BC 薄膜の製作プロセスについて述べ，工学的な有用性を
担保する上で必要となるプロセスのパラメータおよびそれの影響について論じる． 
第 4 章では，BC 微小球の製作プロセスについて述べる．さらに，製作プロセスに影響を
与えるパラメータについて，理論に基づいた考察を行う． 
 第 5 章では，BC 産生菌を屋外培養するための新規な微生物培養方法の提案を行う．さら
に，培養方法の特性を実験的に明らかにするとともに，理論に基づいた考察を行う． 















踏まえて BC 産生菌の培養に関する予備実験を行う． 
 
2.2  微生物培養の理論[43] 
 生物は酵素が多数連なった酵素ネットワークを形成することで，多様な生成物を生産す
る．1 基質による酵素反応のモデルでは，基質 S がまず酵素 E と共有結合によらない酵素－









 𝐸𝑆  
𝑘+2





 式 (2.1) において，基質が酵素に比較して過剰に存在し，酵素分子中の基質結合部位が 1
つである場合，E と S から ES 複合体が生成する反応が反応開始後きわめて速やかに平衡状
態に達すると仮定する．これは，迅速平衡法と呼ばれる．このとき，E，S，ES のモル濃度














= 𝐾ES (2.3)  
と KES [M]が定義される．KESは ES 複合体の解離定数であり，化学反応における平衡定数の
逆数である．この定数は，ES 複合体の E と S への解離のしやすさを表す． 
 生成物の生成速度 r [M・s-1]は ES の濃度に比例し， 
 




𝐶E0 = 𝐶E + 𝐶ES (2.5)  
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)  (2.11)  
 
∆𝐺≠ = ∆𝐻≠ − 𝑇∆𝑆≠ = 𝐸a − 𝑅𝑇 − 𝑇∆𝑆










く変化する．ここで，酵素が En+1，Enおよび En-1の 3 状態をとるとし，3 種類の分子種をそ









[H+] (2.14)  
 
En−1 + H















𝐾m(1 + 10p𝐾E1−pH + 10pH−p𝐾E2) + 𝐶S (1 + 10p𝐾ES1−pH + 10pH−p𝐾ES2) 
 (2.17)  
ここで，pKE1 = －logKE1，pKE2= －logKE2，pKES1 = －logKES1，pKES2 = －logKES2である．式 








= 𝜇r𝐶X (2.18)  
ここで，rX [kg-乾燥菌体･m-3･s-1]は乾燥菌体質量基準の増殖速度，CX [kg-乾燥菌体･m-3]は乾
燥菌体質量濃度である．慣例的に，菌体質量には乾燥菌体質量が用いられる． 















𝑡d = 𝑡g =
𝑙𝑛2
𝜇r


















を制限基質とよぶ．なお，式 (2.21) は式 (2.7) のミカエリス・メンテン式に似ているが，
前者は経験式である． 
 式 (2.18) のように，菌体の増殖速度が菌体濃度に対して一次反応であると仮定できると
き，時間 t における菌体濃度 Cxは次式のようになる． 
 












































) 𝐶X − 𝑘d𝐶X (2.25)  
ここで，kdは死滅速度定数である．上式において，dCX/dt = 0の状態が静止期となる． 
静止期がしばらく続くと，式 (2.25) における第2項が大きくなり，生菌体数の減少が始













 (2.26)  











Figure 2.1  Dependency of the reaction rate on pH, where pKE1 = pKES1 = 3, pKE2 = pKES2 = 9, Km = 





2.3  BC産生菌 








ルコース) に変換し，細胞膜上の顆粒複合体 (ターミナルコンプレックス：TC) によってセ







セルロースの合成酵素遺伝子オペロンは AxCesA，AxCesB，AxCesC および AxCesD で構
成されている．AxCesA は，UDP グルコースから (1→4)-β-グルカンセルロースを合成する
触媒活性を有する 4-β-グルコシルトランスフェラーゼを発現させる．AxCesB は環状グアニ
ル酸が結合することにより，AxCesA の反応を活性化させる制御たんぱく質であるとされ，
AxCesC はグルカン鎖排出のための孔形成に関わるとされる．また AxCesD はセルロースの
排出，結晶化の役割を担っていると推定されている．これら 4 つの遺伝子にコードされた 4
つのポリペプチドによる複合体が TC サブユニットとなって集合し，TC が形成される．原
核生物 TC は 12-70 個のサブユニットが細胞膜中で直線状に並び，真核生物の TC とは異な
る形態をとる．各 TC サブユニットから生合成されたセルロース分子鎖が自己集合して束に
なって直径 1.5 nm のファイバができる．これをサブエレメンタリーフィブリルと呼ぶ．こ
のサブエレメンタリーフィブリルが数本集まって幅約 4 nm のミクロフィブリルとなり，さ
らにミクロフィブリルが集合して幅約 40-60 nm，厚み 10 nm のリボン状のセルロースナノ
ファイバとなる．細菌はファイバ噴出の際，長軸の周りを右回りに自己回転しながら，噴出












本研究では，NITE バイオテクノロジーセンター (NBRC) が保有する菌株の中で，高い























2.3.2  培養実験 
BC の生成量は，大量培養した際のコストに大きな影響をもつため，最適なグルコース添
加量を決定することが重要である．そこで，Table 2.1 の組成で培地を調製し，グルコース添








培養は直径 90 mm，高さ 15 mm のプラスチックシャーレ (CHIC シャーレ，アズワン株式会
社) に 10 mL の培地を入れ，菌懸濁液 (4×107 cells/mL) を 1 mL 加えることで行った．温度
30℃の恒温槽内で 2 日間培養した後，得られた BC の湿潤質量を測定することで BC 生成量
を評価した．結果を Figure 2.3 に示す．BC 生産量はグルコース濃度が 0.5 M 付近で極大値
をとり，それを越える濃度では生産量が減少していることがわかる．グルコース濃度が 0.5 
M 以下の領域においては，グルコース濃度の増加に伴って Monod の式 (2.21) における Cs
が増加し，BC の生成量が増加したものと思われる．この傾向は，先行研究においても示さ
れている[50]．一方，グルコース濃度 0.5 M 以上の領域においては，グルコース濃度が増え






次に，Table 2.1 においてグルコース量を 200 g とした培地を用いて，K. xylinus の増殖曲
線を作成した．培養は，培地 20 mLを含んだフラスコに K. xylinus を植菌することで行った．
静地培養では菌が産生した BC 膜に付着し，正確に菌濃度を評価することが難しいため，マ
グネットスターラーによる撹拌培養にて培養を行った．なお，培養温度は 30℃とした．ま
た，菌濃度の計測には菌数計算盤 (C-Chip DHC-N01，アズワン株式会社) を用いた．誘導期
の長さの違いを確認するため，指数増殖期 (Log phase) ，減速期 (Decelerating phase) ，静止
期 (Stationary phase) それぞれの菌を植菌し，菌濃度の変化を調べた．まず，静止期の菌 20 
μL を植菌して培養を開始し，68 時間後に 20 μL 培地を採取，これを新たな培地に植菌する











した細菌に比べて初期濃度が高かったため  (減速期は 1.0×105 cells/mL，対数増殖期は











Figure 2.3  BC production as a function of glucose concentration. The weight of BC was measured 







Figure 2.4  Growth curve of K. xylinus inoculated from various phase. 
 
 



























ァイバ膜 (P-NFM) を作製した[56]．平坦膜 (PCL NFM) に播種されたヒト骨髄間葉系幹細
胞は明確なパターン形成を示さなかったが，P-NFM に播種された細胞は接着性を示し，パ
ターンに沿って広がった．また，骨組織特異的な転写産物であるアルカリホスフォターゼ，


















 Figure 3.1 にプロセスを示す．まず，微細構造を有する PDMS の膜を K. xylinus の培地表
面上に浮遊させる．PDMS は疎水性であるため，密度は水よりも高い (1.11 g/cm3) が，培地
表面に安定的に浮遊する． 
次に，培地内に K. xylinus の懸濁液を加えて静地培養する．PDMS はガス透過率が高いた
め[69]，その膜を通して酸素が K. xylinus に供給される．したがって，K. xylinus は PDMS 膜










Figure 3.1  Schematic illustration of the process for micropatterning BC film. PDMS master molds 
with micrometer-range geometries are placed onto the culture medium with the bacteria. PDMS is 
highly gas permeable, allowing oxygen to be supplied with bacteria from atmosphere for the 
production of BC. Subsequently, by consuming oxygen and nutrition, the bacteria produce cellulosic 
nanofibers along with the surface of the PDMS master mold during the bacterial locomotion, resulting 






3.3.1  マスターモールドの作製 
 以下の手順により，フォトリソグラフィ技術によってPDMS鋳型を製作した． 
 


















 (3) 現像 
 露光処理した基板を，現像液であるSU-8 Developer (日本化薬株式会社) 内に配置し，レジ
ストの未架橋領域を溶解させた．この際，溶解したSU-8が基板表面に留まらないよう，振と

























ℎ = x (
𝑒





 (3.1)  
 





 (3.3)  
ここで，x は溶液中の有効固体成分，e とK はそれぞれ蒸発定数と流れ定数，ω は回転数，
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Figure 3.3  Thickness of PDMS master mold as a function of rotational speed in the spin coating 
process. Fitting curve was calculated by using the Eq. (3.4). Error bars represent standard deviation; 







Figure 3.4  Micrographs of the micropatternd PDMS master mold film with line-pattern. The images 





3.3.2  微細構造を有する BC膜の成形 
 3.3.1 で作製した PDMS 膜を用いることで，Figure 3.5 に示すような微細構造を有する BC
膜を製作することができる．培養のプロセスはまず作製した PDMS 膜を K. xylinus の液体培
地表面に浮遊させ，K. xylinus の懸濁液 (菌濃度：2.0×108 cells/mL) を 1 mL 培地中に加える
ことで K. xylinus を培養した．なお，培地は Table 2.1 に示した溶液 1 と 2 を等量混合したも
のを 15 mL 使用した．培養容器には，ポリスチレン製の EOG 滅菌済みシャーレ (CHIC シ
ャーレ，アズワン株式会社，直径 90 mm，高さ 15 mm) を使用し，30℃に設定された恒温槽
内で 3 日以上培養を行った．Figure 3.5 から，BC のセルロースナノファイバネットワーク構
造が保たれていることがわかる．BC 膜は培養容器の気液表面全体を覆うようにして形成さ







Figure 3.5  Images of the micropatterned BC film. (a) Photograph of the micropatterned BC film. (b) 
SEM image of the micropatterned BC film with concave pattern. (c) SEM image at the cross section 





3.3.3  最小構造の評価 
 本プロセスを産業利用する上で，成形可能な構造の最小サイズは重要な指標である．K. 
xylinus の大きさが数 μm であるため，製作可能な最小構造の存在が予測される．そこで，
様々なサイズの構造を有する BC 膜を作製し，その構造サイズについて調べた． 








 次に，ラインパターンのフォトマスク (Figure 3.2 (下) ) を用いて作製した PDMS 膜から
BC 膜を作製した．製作された BC 膜の電子顕微鏡画像を Figure 3.8 に示す．なお，電子顕微
鏡画像の取得に際し，製作した BC 膜を凍結乾燥することでサンプルを作製した．ここで，
BC 膜をまず 1 M NaOH 溶液 (和光純薬株式会社)， 次いで脱イオン水で洗浄したのち，5.1 
mM マルトース溶液に 1 晩浸漬した．マルトース溶液は，マルトース分子が BC のセルロー
スファイバ間に入り込み，乾燥した際ファイバ同士が凝集するのを抑制する効果がある．こ
のプロセスを経た BC 膜を液体窒素にて凍結し，凍結乾燥機 (FD-1000，東京理化器械株式
会社) にて乾燥した．これにオスミウムをコートし，サンプルを作製した．ドットパターン
のときと同様に，転写の正確性を定量的に評価するため，形成された微細構造体の線幅を測
定した．結果を Figure 3.9 に示す．この結果からわかるように，BC 上に形成された全ての
微細構造体のサイズはフォトマスクの設計値と等しくなった．したがって，本プロセスは最







Figure 3.6  Micrographs of the micropatternd BC film with dot patterns. The pattern diameter means 
the design value for the photomask to prepare the replica mold for the PDMS master mold. Scale bars, 






Figure 3.7  Diameters of the dot patterns on the PDMS master molds and the BC films with concave 





Figure 3.8  SEM images of the micropatterned BC film with line patterns. The images in right row 
are enlarged views of the left images. The pattern width means the design value for the photomask to 
prepare the replica mold for the PDMS master mold. Scale bars, 100 μm for the upper images and 








Figure 3.9  Widths of the line patterns on the PDMS master molds and the BC films with convex 





























 (3.5)  
ここで，F は細菌の酸素消費速度，D は酸素の培地における拡散係数，z は気液界面から深
さ方向への距離，Cair は空気中の酸素濃度，C0 は位置z における酸素濃度を表す (Figure 
3.12)．これらに各値，F = 100 pmol s-1 cm-2，D = 2×10 -5 cm2 s-1，Cair = 160 nmol mL-1を代入

















Figure 3.10  Thickness of the micropatterned BC film h as a function of time. Inset shows the linear 





Figure 3.11  Thickness of BC as a function of thickness of PDMS master mold. Error bars show 













3.4  結言 
本章では，PDMS 鋳型を用いることで BC 膜上に微細構造を転写する方法を提案した．提
案の成形プロセスにおいて，鋳型の構造を様々に変えることにより，鋳型構造が正確に転写
された BC 膜を作製可能であることを確認した．また，5, 10, 20 μm の幅をもつラインパタ
ーンの PDMS 膜を用いて，作製可能な最小サイズを調べた．その結果，パターンの凹凸に
関わらず，5, 10, 20 μm 全ての構造サイズが製作可能であった．したがって，本プロセスに
よって成形可能な最小構造は数 μm より小さいと考えられる．この結果と BC のファイバ径




また，PDMS 膜の膜厚と BC 膜の膜厚との関係を評価した．その結果，PDMS 膜厚の増
加にともない BC 膜厚が減少することがわかった．また，PDMS 膜厚が一定の値を越える
と，BC 膜が生成されないことが明らかになった．これは，BC 産生菌に供給される酸素濃
度が，PDMS 膜厚の増加にともなって減少し，ある厚み以上になると BC 生成に必要な酸素
供給量が満たせなくなるためであると推測された． 
さらに，BC 産生菌の培養時間を変化させることにより，生成される BC の膜厚が約 0.1-
1.7 mm の範囲で変化することを確認した．BC 膜厚は細菌濃度に比例することが知られてい






























































アルギン酸は β-1,4 結合の D-マンヌロン酸 (M ブロック) と α-1,4 結合の L-グルロン酸 (G
ブロック) から構成されるブロック共重合体である．アルギン酸分子内では，M ブロックと




 製作プロセスを Figure 4.1 に示す．まず，ゼラチン (和光純薬工業株式会社) を 2. 2. 2
で調製した溶液 1 に加えて高圧滅菌処理を行う．これに等量の溶液 2 を加えてゼラチンを
含んだ培地を調製する．次に，この培地に対数増殖期の K. xylinus の懸濁液を体積比 10:1 (= 
培地：懸濁液) となるよう加え，この溶液が分散相，コーン油 (和光純薬) が連続相となっ
たエマルションを調製した．なお，このコーン油には，ゼラチン液滴の会合，およびゼラチ
ンゲル微小球の凝集を防止する目的で，界面活性剤 (Span 80，Sigma-Aldrich) を加えた．ま
た，エマルションの調製には，乳化法またはマイクロ流体法を用いた．生成されたエマルシ










(粘度範囲：80-120 cp (10 g/L，20℃) ) ．この分散溶液をプラスチックシリンジ (汎用注射筒 
SS-10SZP，テルモ) で吸引し，分注用ノズル (内径：1.2 mm) を用いて塩化カルシウム溶液 
(150 mM，和光純薬) 中に吐出することで，ゼラチン微小球を含んだアルギン酸カルシウム
ファイバが得られる．これを 2. 2. 2 で調製した K. xylinus の培地内へ移し，恒温槽内 (温度
30℃，湿度 100% RH) で培養することで，K. xylinus が BC 微小球を生成する．ファイバ内
の BC を回収するには，ファイバをエチレンジアミン四酢酸 (EDTA) などのキレート剤に
浸漬することで，アルギン酸カルシウムゲルファイバは溶解する．本研究では，0.5MのEDTA
溶液 (ニッポンジーン株式会社，pH 8.0) を用いて，BC 微小球を回収した． 
なお，ゼラチンを含有する菌懸濁液は，ゼラチン水溶液を菌懸濁液に加えることで調製し
た．混合前の菌懸濁液は，液体培養した静止期の K. xylinus をフィルターで BC を除くこと
で得られる．プロセスの性質上，菌濃度が高いほど最終的な BC 微小球の収率は高いと考え
られる．つまり，加えるゼラチン溶液は少なければ少ないほど望ましい．そこで，まずゼラ












Figure 4.1  Process flow of the fabrication method: Emulsion is prepared using emulsification or 
microfluidics. (a) The emulsion is cooled to turn the gelatin droplet to gel state. (b) The emulsion is 
placed onto cold water (~2°C). (c) The gelatin microspheres are transferred into the cold water by 
centrifuge. (d) The gelatin microspheres are dispersed in Na-alginate solution. (e) Ca-alginate fiber is 
formed in CaCl2 solution. (f) In culture medium at 30°C, the gelatin changes to sol state. Here, the 
bacteria produce BC in the calcium alginate gel fiber. After production of BC, the calcium alginate gel 





4.3  乳化法によるゼラチン微小球の調製 
4.3.1  エマルション安定性[94] 
 エマルションは粒径に従って，以下のように 3 つに分類できる． 
・マイクロエマルション：100 nm 以下 
・ミニエマルション：100 nm -1 μm 






∆𝐺form = ∆A𝛾12 − 𝑇∆𝑆conf (4.1)  















以下の式で表される親水－親油バランス (HLB) が一般的に利用される． 
 
∆𝐺form = ∆A𝛾12 − 𝑇∆𝑆conf (4.2)  
 





されることとなる．マクロな W/O エマルションを作製する場合，HLB が 3-6 程度の界面活
剤が一般的に用いられる．  
エマルションの崩壊過程は，以下に示す 4 つの機構に大きく分類される． 
 
(1) 沈降と浮上 (クリーミング)  





 (4.3)  




































































界面活性剤の候補としては W/O エマルションに適した HLB を有する Span 80 (メルク株式
会社，HLB：4.3) を選定した．界面活性剤の最適な濃度を決定するため，様々な濃度の界面
活性剤を用い，撹拌によりエマルションを調製しエマルションの安定性を評価した． 





𝜏(𝑡) − 𝜏 (0) 
 (4.6)  
ここで，τ (0) と τ (t) はそれぞれ初期と一定時間後の濁度であり，特定の波長を用いた分光
光度計によって簡便に測定できる．しかし，濁度と粒径の間に単純な相関はないため，エマ
ルションの評価指標として上式を用いるのは不適切である． 
そこで，正確にエマルション安定性を評価する指標として，近年では Emulsion Stability 




𝑑(𝑡) − 𝑑 (0) 
 (4.7)  
ここで，d (0) は液滴の初期平均直径であり d (t) は t 時間後の平均直径を表す．この ESI を
用いる上での注意点は， (1) 粒径は線形に増加しないので，経過時間はそろえる． (2) 液
滴成長は初期の粒径分布に依存するので，初期の平均直径を極力そろえる必要がある． 
ゼラチン球の直径は，レーザ回折／散乱法に基づく粒子分布計測装置である LA-960 (株
式会社 堀場製作所) を用いた．本装置は赤色 (波長 650 nm) 半導体レーザおよび青色 (波













mL 滴下し，次いで Span 80 を混合したコーン油を 9 mL 滴下した． 
 
(2) スターラーを用いて，回転数 750 rpm で 3 分間上記の液体を撹拌し，エマルショ
ンを調製した． 
 
(3) 調製したエマルションを 10 mL のコーン油に 50 μL 滴下し，十分撹拌して測定サ
ンプルを調製した． 
 
(4) コーン油の屈折率を 1.47 で設定し，粒子径分布測定を行った． 
 
(5) エマルションの調製から 1 時間後，再び同様の希釈率で測定サンプルを調製し，
粒子径分布計測を行った． 
 























Figure 4.2  Size distributions of the droplets with different concentrations of Span 80. Frequency is 






   
 
Figure 4.3  Emulsion stability index (ESI) versus the concentration of span 80. ESI was calculated 






4.4  マイクロ流体デバイスによるゼラチン微小球の調製 












また，マイクロ流体デバイスはソフトリソグラフィー技術による 2 次元型と，3D プリン
タやガラスキャピラリなどから構成される 3 次元型に分けられる．2 次元型では分散相流体
が流路壁に付着することで安定な液滴生成が行えないなど，いわゆる濡れ性の問題 (Wetting 
problem) が現れる．よって，本研究では煩雑な作業を要さず作製が可能な 3 次元型の同軸






4.4.2  理論[99] 







力を越えるまで，液滴はサイズを増す (Figure 4.4) ．ここで，ガラスニードルが液滴を保持
する界面張力は πdiγ と表せる．レイノルズ数 (Re = dvρc/ηc) が十分低いとき，連続相による
抗力はストークスの法則より 3πηc (d - do)(v – vd) で表せる．ここで，ρc，ηc，v はそれぞれ連
続相の密度，粘度，速度である．また，d は液滴径，vdは成長する液滴の流線速度成分であ
る．d - doの項はガラスニードル先端による液滴の遮蔽効果を表す．また，v – vdは連続相と
液滴周囲流速の相対速度であり，vd ≈ q/πd2である．浮力，ラプラス圧はそれぞれ，πd3gΔρ/6 





?̃??̃?3 − (?̃? + 1)?̃?2 − ?̃??̃? + ?̃? = 0 (4.8)  
となる．ここで，?̃? = v/vo，?̃? = d/di， ?̃? = q/qo，vo = γ/3ηc，qo = πdi2γ/3ηcである．また，di ≈ 
doと仮定している． 
 qoに比べて q が小さいとき，?̃? の項は無視でき， 
 
?̃? = 1 + ?̃?−1 (4.9)  
となる．実際には，補正係数 a, b を用いて 
 


















4.4.3  デバイスの製作 
 本研究におけるマイクロ流体システムの概要図を Figure 4.5 に示す．図に示したマイクロ
流体デバイスの製作にあたり，まずガラス管 (内径：0.4 mm，外径：1.2 mm，リングスキャ





じめ固化させた PDMS (厚さ 2 mm 以下) の層の上に分注用ノズル (外径：1.3 mm) を配置
し，PDMS プレポリマ (主剤:重合剤＝10:1 (体積比) ) に埋没させて固化させたのち，分注用
ノズルを引き抜くことで，径 1.3 mm の円形断面流路を製作した．この流路の入口側に，ガ
ラスニードルと T 字型プラスチックコネクタ (ミニフィッティング VFT106) を挿入し，出
口側にプラスチックコネクタ (ミニフィッティング VFI116) とシリコーンチューブ (内
径：1.5 mm，外径：2.5 mm) を接続し，それをステンレス製の中空金属管 (内径：1 mm，外
径：2 mm，長さ 0.5 m) に接続した．この金属管を冷却浴に浸すことで，生成された液適を
合一させることなく，流路内でゲル化させた． 
また，T 字型プラスチックコネクタの連続相側入り口にはシリコーンチューブ (内径 1.5 
mm，外径 2.5 mm) を介してフローレスポンプ (スムーズフローポンプ Q，株式会社タクミ
ナ) からコーン油が流入するようにデバイスを構成し，また分散相側の入り口はシリコーン








Figure 4.5  Microfluidic device for generating monodisperse gelatin microspheres. (a) The schematic 
illustration of the microfluidic device. Droplets of the continuous phase were formed at the tip of the 
glass needle. Prepared emulsion was collected at the end of the glass capillary in cold water. (b) The 
schematic of the microfluidic device composed of a plastic T junction connector, a hollow glass needle, 
and polydimethylsiloxane (PDMS) flow channel. (c) The photographs of the hollow glass needle and 









ドル内径が 50 μm のものを使用した．流速を変化させることで，ドリッピング領域やジェ
ッティング領域が現れる．これを様々な流速で観察し，発現したモードを分類した結果を
Figure 4.6 に示す．ここで，分散相の流速は We 数として，連続相の流速は Ca 数として表し
た．なお，We，Ca 数の算出にはゼラチン溶液の密度が 1200 kg/m3，粘度 1.0 mPa･s，コーン
油が密度 916 kg/m3，粘度 75 mPa･s，また 2 相間の界面張力は 0.02 Nm-1という値を使用し
た． 
次に，ドリッピング領域において液滴を生成し (Figure 4.7) ，その粒径を計測した．結果









Figure 4.6  Phase diagram in Cac, Wed plane for dripping and jetting regime in the co-flow 
microfluidic device. For calculation of Cac and Wed, following values were used; ρd= 1200 kg/m3, ηd 








Figure 4.7  Micrograph of the produced gelatin microspheres using the co-flow microfluidic device. 





Figure 4.8  Droplet dimeter versus capillary number of the outer fluid for gelatin in corn oil emulsion 
using the co-flow microfluidic device. Solid curve is a fit using Eq. (4.10), where wd = 39 μm, a = 7.3, 
b = 0.1; wd = 52 μm, a = 5.9, b = 0.1; wd = 58 μm, a = 9.1, b = 0.1. Error bars represent the standard 





4.5  BC微小球の成形 
乳化法またはマイクロ流体法により調製したエマルションを，アルギン酸カルシウムゲ
ルファイバ内に移し (Figure 4.9)，K. xylinus を 2 日間培養することによって，BC 微小球を
作製した (Figure 4.10)． 
 乳化法を用いて調製したエマルションの粒径分布と，調製されたエマルションを用いて
作製した BC 微小球の粒径分布を Figure 4.11 に示す．なお，エマルションは，回転数 750 rpm
で 3 分間撹拌を行うことで調製した．撹拌後，エマルションは 2 時間冷水浴中で冷却した 
(2℃)．エマルションの液滴直径は平均が 5 μm で，最小径は 2 μm である．一方，BC 微小球
の最小径は 10 μm であった．これは，径 10 μm 以下の空間内部では BC のナノファイバが
絡み合ってゲルを形成することができなかったためと考えられる．この結果から，本プロセ
スにより製作可能な最小径は 10 μm であることがわかった． 
 次にマイクロ流体デバイスを用いて調製したエマルションを使用し，作製した BC 微小球
の粒径を Figure 4.12 に示す．横軸は，エマルション作成時の連続相流速であり，縦軸はそ
れに対応した BC 微小球の粒径を表す．BC 微小球の粒径は，エマルションの粒径と同様の
傾向，すなわち液滴生成において連続相流速の増加，またはガラスニードル径の減少に伴っ
て粒径が減少するという傾向を示した．また，全ての条件において CV 値は 6%未満であり，
マイクロ流体法を用いることで単分散な BC 微小球を成形できることを確認した．しかし，
どの流速においても，エマルションでの粒径よりも作製された BC 微小球の粒径は小さくな
っていた．Figure 4.13 に，横軸にエマルション中のゼラチン微小球の径，横軸左側に BC 微
小球の径をとったグラフを示す．また，縦軸右側はゼラチン微小球の径に対する BC 微小球
の径の割合を示しており，径に関わらず 80-90%の大きさに BC 球が縮小していることがわ
かる．実際，Figure 4.14 (b) のように，培養後ではゼラチン微小球により形成されたゲルフ




















Figure 4.9  Merged fluorescent micrograph of the Ca-alginate hydrogel fiber containing gelatin 





Figure 4.10  Optical micrograph of the produced BC microspheres in Ca-alginate hydrogel fiber after 








Figure 4.11  Size distribution of gelatin and BC microspheres using emulsification method to prepare 






Figure 4.12  Diameters of BC microspheres using the emulsion prepared from the co-flow 
microfluidic device. Horizontal axis is the corresponding outer flow rate. Error bars represent the 









Figure 4.13  Diamter of BC microsphere  (left vertical axis)  and fraction of BC diameter to gelatin 
droplet  (right vertical axis)  as a function of corresponding gelatin droplet diamter using the 
microfluidic device. 





Figure 4.14  Micrographs of BC microspheres (a) at initial state, and (b) after 2-day-cultivation. 





4.6  結言 
本章では，BC から微小球を作製するための新規な成形プロセスを提案した．まず，ゼラ
チン微小球がコーン油に分散したエマルションを調製するにあたり，界面活性剤である
Span 80 の使用量を決定した．乳化法により調製されたエマルションを安定化指標の ESIを
用いて評価した結果，3.0 wt%以上の濃度でエマルションが安定化することがわかった．過
剰な界面活性剤の添加は不安定化を招くことが理論的に予測され，またコストを不要に増
加させる．したがって，提案のプロセスでは界面活性剤の濃度として 3.0 wt%を用いた． 
エマルションの調製には乳化法とマイクロ流体法を用いた．乳化法によって調製された
エマルションの最小粒径は約 2 μm であったが，得られた BC 微小球の最小粒径は約 10 μm





















5.1  緒言 
 CNF の実用化には，より安価な生産方法が求められる．CNF は BC 産生菌の倍地中に































































想定する微生物チューブの利用形態を Figure 5.1 に示す．まず，汚染のリスクがない製
造設備を用いて微生物チューブを生産する．これを，耕作放棄地などの土地へ輸送し，屋
外培養を行う．数日間培養したのち，生産された BC を処理設備へ輸送し，分離および回









Figure 5.1  Conceptual schematic of the hollow hydrogel microfiber containing microorganisms in 
open cultivation system. Due to the pore size of the hydrogel, nutrition passes through the fiber while 











半径 R の円管内を流れる体積流量 q の発達した層流は，ハーゲン・ポアズイユ流れと呼








) (5.1)  
と表せる． 
細菌懸濁液 (コア層) の流量を qi，アルギン酸ナトリウム水溶液 (シェル層) の流量を qo
とし，コア層とシェル層の半径をそれぞれ Ri, Ro,とすると， 
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Figure 5.2  Formation of the microfiber using a co-flow microfluidic device. The bacterial suspension 
inlet, sodium alginate solution is introduced. The produced coaxial laminar flow is extruded into 





5.5  実験 
5.5.1  微生物チューブの形成 
 4.4 で使用したものと同様の同軸流デバイスを用いて，中空チューブを作製した．ただし，
用いたデバイスのガラスニードルの先端内径は 150 μm で外径は 400 μm のものを使用した．
また，ポンプはコア相，シェル相ともにシリンジポンプを使用した．シェル層には，1.5 wt%
アルギン酸ナトリウム水溶液を使用し，同軸 2 層流を 150 mM 塩化カルシウム溶液中に吐











したがって，総体積流量が 100 μL/min を越えるようにした． 
結果を Figure 5.4 に示す．このグラフからわかるように，シェル層の流速 qo が一定下で
は，コア層流速 qiを増加させると，チューブの内径，外径ともに増加する．内径の増加割合
は外径の増加割合より大きく，膜厚は qiの増加にともない減少する．これらを qi/qoを横軸









 次に，微生物を培養する上で最適な膜厚を決定するため，Corynebacterium glutamicum 
(NBRC 12168) を内包した微生物チューブを様々な膜厚で作製した．C. glutamicum は棍棒状
のグラム陽性菌であり，L-グルタミン酸ナトリウム生成菌として産業的に広く用いられてい






乳酸は，薬剤 F-kit (L-Lactic acid，Roche Diagnostics) と UV-Vis により測定した． 
 C. glutamicum を内包した微生物チューブを 2 時間，20 mL の培地により培養し，乳酸の
濃度を測定した．結果を Figure 5.7 に示す．これより膜厚が 120 μm までは乳酸濃度はほと
んど変化しないが，膜厚が 120 μm を上回ると急激に減少することがわかる．微生物チュー
ブを用いずに培養を行ったコントロール実験では，乳酸濃度が 21 mg/L であったことから，
膜厚が有意に細菌の代謝へ影響を及ぼすことがわかった．これは，半透膜を介した基質の輸
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ここで，S は放出面積，Dn は栄養素の膜実質部分の拡散係数，DP は栄養素の細孔内での拡
散係数，P は膜表面と培地間の分配係数，Coutsideは培養液中の栄養素濃度，Cinsideは微生物チ








Figure 5.3  Merged fluorescent micrograph of the hollow hydrogel microfiber colored with blue and 






Figure 5.4  Inner and outer diameter of the microbial tube (left axis), and the membrane thickness of 








Figure 5.5  Diameter ratio of the microbial tube as a function of the flow rate ratio at various outer 
























Figure 5.7  Concentration of the lactic acid produced by C. glutamicum as a function of the membrane 





5.5.2  微生物の培養 
 微生物チューブが，競合微生物からの保護を可能にすることを示すため，実証実験を行っ
た．まず，同軸 2 層流デバイスにより C. glutamicum を内包した微生物チューブを作製した．
また，コントロールとして微生物チューブを用いず，C. glutamicum の培地で，C. glutamicum
を培養し，両者の増殖速度を比較した．なお，細菌濃度は所定の経過時間ごとにピペッティ
ングにて C. glutamicum を取り出し，C-チップにて計測した．C. glutamicum の菌体濃度の時






ため，目的微生物と競合微生物を共培養した．まず，あらかじめ C. glutamicum の懸濁液を
内包した微生物チューブを作製したのち，微生物チューブ内で目的微生物を培養し，Vibrio 
alginolyticus (NBRC 15630) を含んだ C. glutamicum の培地に浸漬した．V. alginolytics は海洋
性の運動性細菌であり，C. glutamicum との識別が容易であることから用いた．V. alginolyticus
は，共培養の前に Table 5.3 に示す培地で培養した．また，コントロール実験として微生物
チューブを用いず，C. glutamicum の培地内で C. glutamicum と V. alginolyticus を共培養し，


































Figure 5.8  Cell density of C. glutamicum as a function of culture time. The measurements were 
















Figure 5.9  Cell densities of C. glutamicum and V. alginolyticus (top) without the microfibers and 
(bottom) in the microfiber exposed to a suspension containing V. alginolyticus as a function of culture 






















この原理に基づき[111]，Suo らは 2012 年にアクリルアミドとアルギン酸カルシウムを利
用した DN ゲルを開発した[112]．このゲルは Figure 5.10 のような構造をもつ．アクリルア
ミドとアルギン酸カルシウムによる DN ゲルは，2 種類のハイドロゲルの混合比によって強
度が大きく変化する．そこで，本研究では複数の混合比率でチューブの溶液を調製した．な
お，すべての混合比率においてペルオキソ硫酸アンモニウム (APS) は 5.1 mM，N, N, N’, N’-
Tetramethyl-1, 2-ethanediamine (TEMED) は 8.6 mM となるよう調製した．また，アルギン酸
ナトリウム (粘度範囲：80-120 cp (10 g/L，20℃) ) および塩化カルシウムは和光純薬工業株
式会社から，アクリルアミド溶液 (30 w/v%-アクリルアミド/ビス混合液 (29:1) ) ，APS お
よび TEMED はナカライテスク株式会社から購入した．  
 コア層の入り口流路から菌懸濁液，シェル層の入り口流路からアルギン酸ナトリウムと
アクリルアミド溶液，APS の混合溶液をシリンジポンプにより流入させ，出口にて塩化カ
ルシウム (150 mM) と TEMED (8.6 mM) の混合溶液へ吐出することで，DN ゲルによる微











引張試験には高い分解能を持ち，様々な形状のポリマーの固定が可能である RSAⅢ (TA 
Instruments Japan Inc.) を用いた．全長 5 mm の試料の片端を固定し，引張速度 0.1 mm/s で試
験を行った．DN ゲルを試料に用いて破断応力を求めた．微生物チューブは培地内に浸漬さ
れることで強度が低下する．そこで本実験では，微生物チューブ作製直後 (初期状態) の微
生物チューブと，2 時間 C. glutamicum の培地に浸漬したのちの微生物チューブに対して引
張試験を行い，破断応力を測定した．以下に詳細な実験方法を示す． 
 
(1) 外径約 1.5 mm，膜厚が約 100 µm の微生物チューブを作製した． 
 









き，中間 3 回分のデータの平均を試料に用いたチューブの破断応力とした． 
 
(5) 2 時間培地に浸漬した微生物チューブについても (1)-(4) と同様の手順により，引
張試験を行い応力－ひずみ線図を描くことで破断応力を測定した．なお，高分子は引
張試験において弾性変形を示す区間が非常に短いため，ひずみが 0%-20%の領域にお























混合比が 94.1%となると，破断応力は低下した．一方，培養 2 時間後の微生物チューブにお
いては，アルギン酸カルシウムゲルのみで製作した微生物チューブに比べ，アクリルアミド




次に，微生物チューブを用いて C. glutamicum を培養し，副生成物である乳酸の生成量を
比較することで微生物の増殖速度を評価した． 
実験は，まず様々な混合比の DN ゲル微生物チューブ内で C. glutamicum を 3 時間培養し
た．そののち，C. glutamicum の副生成物である乳酸を F-kit (L-Lavtic acid, Roche Diagnostics)  
と UV-Vis 測定により測定した．以下に詳細な実験方法を示す． 
 
(1) 菌体濃度 2×107 cells/mL の C. glutamicum 懸濁液を 200 µL 内包した膜厚約 100 µm
の微生物チューブを 3 本ずつ作製した． 
 




孔径 0.2 µm のシリンジフィルタ (Disposable membrane filter unit, Advantech) により微
生物チューブ外に漏れ出た C. glutamicum を除去した． 
 
(4) 薬剤 F-kit と UV-Vis 測定により乳酸生成量を測定した． 
 











評価は統計ソフト IBM SPSS Statistics (IBM) を用いて行った． 
 本実験においては，微生物チューブに用いた全ての混合比において，乳酸生成量に有意差
が無いという帰無仮説のもと分散分析を行った．分散分析結果を Table 5.4 に示す．この結
















Figure 5.10  Schematics of the double-network hydrogel [112]. (a) The structure of alginate hydrogel 
where the G blocks on different polymer chains form ionic crosslinks with Ca2+. (b) The structure of 
polyacrylamide gel where the polymer chains form covalent crosslinks with N, N-
methylenbisacrylamide (MBAA). (c) The structure of double-network hydrogel where the two 
polymer networks are interwined, and joined through covalent cross links between amine groups on 







Figure 5.11  Stress-strain curve of the fabricated microbial tube before culture of the bacteria at 




Figure 5.12  Stress-strain curve of the fabricated microbial tube 2h after culture of the bacteria at 








Figure 5.13  Fracture stress of the microfiber due to elongation as a function of the composition ratio 
of acrylamide and alginate. 
 
 
Figure 5.14  Concentration of the lactic acid produced by C. glutamicum as a function of the 
composition ratio of acrylamide and alginate after cultivation for 3 h. Error bars show standard 


















が 100 μm を越えると急激に微生物培養速度が減少することがわかった．したがって，膜厚
は 100 μm 以下であることが望ましいが，薄すぎると機械的強度が低下し，チューブのハン
ドリングが困難となる．100 μm 以下では微生物培養速度は膜厚によらないことも確認され
たため，チューブの膜厚は 100 μm が最適値であると考えられる． 
概念実証実験として，C. glutamicum を目的微生物，V. alginolyticus を競合微生物のモデル
として共培養実験を行った．ハイドロゲルチューブなしの共培養では，C. glutamicum がほ
とんど増殖しなかったのに対して，ハイドロゲルチューブ内部に C. glutamicum を封入した
























6.1  結論 
 本研究では微細加工技術を利用し，BC の産業利用性の向上を目的とした．具体的には，





第 3章 微細構造を有する BC膜の製作技術 
 微細構造を有する PDMS 膜を鋳型として用いて，BC 膜上に微細構造を転写するための製
作プロセスを開発した．PDMS 膜は，フォトリソグラフィにより製作した SU-8 微細構造の
上に PDMS 前駆体を滴下し， スピンコートすることにより製作した．PDMS はガス透過率
が高いため，PDMS を通して BC 生成に必要な酸素が細菌に供給され，PDMS 鋳型の微細構
造が BC は膜に転写される．本章では，以下のことを明らかにした． 
 
・5, 10, 20 μm 幅の線状パターンをもった PDMS 膜を用いて，本プロセスにより成形
可能な最小サイズを評価した．その結果， 5, 10, 20 μm 全ての構造サイズが製作可能
であった．したがって，本プロセスの製作限界はこれらよりも小さいことが明らかに
なった． 
・培養時間を変化させることにより，生成される BC 薄膜の膜厚を約 0.1-1.7 mm の範
囲で制御できることを確認した． 
・PDMS 膜の膜厚と BC 膜の膜厚との関係を評価した．その結果，PDMS 膜厚の増加














・マイクロ流体デバイスの条件を変えることで，径約 250-1000 μm の範囲の単分散 BC
微小球を得ることに製作した． 
・単分散性の評価に用いられる CV 値は， 全ての流速について 3%よりも小さく，実
用に耐えうるプロセスであることを確認した． 
 























6.2  今後の展望 
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